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de coronavirus de la bronchite infectieuse 

aviaire 
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RfiSUMfi 

Un coronavirus a ete isole chez des poules pondeuses presentant des 
signes cliniques sevferes evoquant la bronchite infectieuse aviaire, maladie 
contre laquelle, elles avaient ete immunisees avec un vaccin prepare a 
partir du serotype dominant Massachusetts ; ce virus pr^sente des dif¬ 
ferences antigeniques avec les serotypes Massachusetts et Connecticut 
ainsi qu’avec les quatre serotypes « variants » isoles par l'lnstitut de 
Doom aux Pays-Bas. La maladie a ete reproduite chez le poulet et la 
poule : les symptomes respiratoires ont ete severes dans les deux cas 
et la chute de ponte a ete intense et persistante chez les pondeuses. Le 
fait de developper une prophylaxie medicale adaptee est discutd. 

Mots cles : Bronchite infectieuse - Coronavirus - Serotype - Variant - 
Poule - Pathogenicite - Vaccin. 

Summary 

CHARACTERIZATION OF A NEW CORONAVIRUS STRAIN 
OF POULTRY INFECTIONS BRONCHITIS 

A coronavirus was isolated in an infectious bronchitis (IB) vaccinated 
(Massachusetts strain) layers flock showing severe IB-like clinical signs. 


Ministere de 1’Agriculture, Direction de la Qualite, Services Veterinaires : 

* Laboratoire National de Pathologie Aviaire et Station Exp^rimentale d'Avi- 
culture, B.P. 9 - 22440 Ploufragan. 

•* Laboratoire Central de Recherches Veterinaires, B.P. 67 - 94703 Maisons-Alfort 
cedex. 



324 


BULLETIN DE L’ACAD^MIE 


The isolate is antigenically different from the Massachusetts and the 
Connecticut serotypes and from the four « variant » serotypes isolated 
by the Doom Institute in Holland. The disease was reproduced in 
chickens and layers. Respiratory signs were severe in both groups. In 
layers, egg drop was intense and long-lasting. The eventual need for a 
suitable medical prophylaxy is discussed. 

Key words : Infectious bronchitis - Coronavirus - Serotype - Variant - 
Hen - Pathogenicity - Vaccine. 


INTRODUCTION 

La bronchite infectieuse est une des dominantes pathologiques 
actuelles de l’espfece poule. La prevention de cette coronavirose, qui 
fait appel a l’utilisation de vaccins prepares avec le serotype domi¬ 
nant Massachusetts, connait certains echecs attribues auparavant 
aux conditions d’utilisation du vaccin. Enre 1976 et 1981, des auteurs 
Strangers [1, 2, 3, 4] ont isole et caracterise des coronavirus dits 
« variants » qui seraient impliques dans cette pathologie. Une enquete 
serologique realisee en France a revele la presence, dans les trou- 
peaux de poules et poulets [5], d’anticorps neutralisant plusieurs 
de ces virus « variants », mais n’a pas permis de leur attribuer un 
role 6tiologique certain dans les cas cliniques etudies [6]. Les essais 
d’isolement de coronavirus ont concerne des cas evidents de rupture 
d’immunite vaccinate afin d’augmenter la probability d’isoler un 
virus plus ou moins different du serotype Massachusetts. La pre¬ 
sente note rapporte les conditions d’isolement en France et la carac- 
t6risation d’un coronavirus interessant, de par ses proprietes anti- 
gdniques et son pouvoir pathogene. 


ETUDE CLINIQUE 

Le cas clinique qui a permis l’isolement de ce coronavirus a 
et6 observe en fevrier 1984 dans un troupeau de 6 100 poules appar- 
tenant a plusieurs varietes genetiques de pondeuses en cours de 
testage A la Station Experimentale d'Aviculture de Ploufragan. Ces 
poules avaient b6n6ficie au cours de la periode d’elevage des inter¬ 
ventions therapeutiques et prophylactiques classiques, comportant 
notamment la vaccination contre la bronchite infectieuse aviaire 
selon le programme suivant : vaccin k virus vivant Massachusetts 
H120, administre par nebulisation k 1 et 28 jours, puis rappel avec 
un vaccin k virus Massachusetts inactive administre par injection 
intramusculaire a 19 semaines d’age. 

1. Sur le plan clinique, au cours de la 4O' semaine d’age, les 
poules ont montre des signes evidents de tracheite avec detresse 
respiratoire allant jusqu’^ la suffocation, et une inspiration se faisant 
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le bee ouvert avec extension du cou. Ces signes £taient accompagnes 
de mouvements de tete saccades et de d6glutitions dans le but d’61i- 
miner les bouchons muqueux tracheaux. En « bruit de fond » 
s’entendaient des rales gras et des « chants » tracheaux. A part 
quelques exceptions, il n’y avait ni jetage nasal traduisant une 
rhinite, ni diarrhee. La morbidity fut, entre 40 et 44 semaines d’&ge, 
de 100 % et la mortality, suivant les souches, de 0% a 2,6%. 

2. Sur le plan anatomo-pathologique, les autopsies des sujets 
morts ont revele : 

• D’une maniere constante : 

— une crete violacee ; 

— une cloacite catarrhale ; 

— une tracheite avec inflammation catarrhale sur toute la lon¬ 
gueur de la trachee, avec presence de petechies et d’exsudats muco- 
purulents ; 

— des poumons congestionnes et cedemateux; 

— des reins congestionnes, hypertrophies. 

• D’une maniere inconstante, au niveau de l’appareil genital : 

— la presence d’un ou deux ovules flasques d^formtis, parfois 
congestionnes ; 

— une vaginite catarrhale ; 

— l’existence d’un ceuf dans l’oviducte n’etait pas rare. 

Entre les 44' et 48' semaines d’age, est apparue une s6rie de 
pontes abdominales et de salpingites purulentes. 

3. Sur le plan des consequences zootechniques, il a 6t6 observe 
une legere baisse de consommation d’aliment, et surtout une alte¬ 
ration des performances des pondeuses, aussi bien en ce qui concerne 
le nombre que le poids et la quality des ceufs (graphique 1). La 
coloration des coquilles a diminu6 tandis que la proportion d’ceufs 
a coquilles felees a considerablement augment^. 


ETUDE ETIOLOGIQUE 

L’isolement du virus a ete obtenu sur oeufs de poules exemptes 
d’organismes pathogfenes specifies (E.O.P.S.) inocul6s avec le sur- 
nageant de centrifugation des broyats de trachee et poumons de 
poules malades depuis 3 jours. Apr£s 3 passages « aveugles », une 
mortality embryonnaire a et6 enregistr6e 72 h apr&s l’inoculation. 
Une partie des embryons morts et des survivants ont presente des 
lesions reconnues comme typiques des coronavirus, k savoir 
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Graphique 1 

Courbe de ponte et poids moyen des oeufs du troupeau containing. 


embryons, encapsules, momifies, nains, sans duvet... Par ailleurs, 
la recherche d’autres agents susceptibles de provoquer les symp- 
tomes observes notamment les para et orthomyxovirus ainsi que 
le virus de la laryngo-tracheite infectieuse, s'est averee negative. 

Un antigene precipitant a ete prepare a partir des membranes 
chorioallantoldiennes des ceufs morts. La seroprecipitation, qui est 
une reaction de groupe ne permettant pas de differencier les sero¬ 
types entre eux, realisee a l'aide de cet antigene et d’un serum 
hyperimmun monospecifique anti-virus Massachusetts de la bronchite 
infectieuse aviaire a donne une reaction positive. 

L’observation au microscope electronique a transmission, apres 
coloration negative & l’acide phosphotungstique des liquides allan- 
toidiens preleves dans les oeufs morts a revele la presence de par- 
ticules presentant la morphologie caracteristique des coronavirus. 

A la suite de ces travaux preliminaires, l’isolat a ete baptise 
PL-84084 (Ploufragan, L.N.P.A., annee 1984, prelevement n° 084). 

Le diagnostic s£rologique a pu etre effectue sans equivoque 
grace a la presence dans le poulailler atteint, de quelques poules 
E.O.P.S. introduites habituellement au moment du transfert des 
autres poules en batiment de ponte dans le but de depister les 





TABLEAU I 

Seroconversion des poules malades : anticorps prdcipitants et anticorps inhibant Hemagglutination 


Nombre de semaines avant (—) 
et apres (+) les premiers symptomes 

— 6 

— 4 

+ 0,5 

+ 2 

+ 4 

+ 10,5 

Nombre de sujets presentant 
des anticorps predpitants 
(poules non E.O.P.S.) 

1 

sur 15 


2 

sur 19 

19 

sur 19 

14 

sur 17 


Titres en anticorps 
inhibant 

l’hemagglutination : 

(1) 

poules 

non E.O.P.S. 


22 

10 k 80 

89 

20 4 320 

154 

40 & 640 

45 

20 k 80 

38 

20 k 80 

poules 

E.O.P.S. 


8 

5 A 10 


98 

40 i 320 


17 

10 4 40 


(1) Moyenne giomitrique et titres individuels minimaux et maximaux exprimes en inverses des dilutions de serum. 
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contaminations 6ventuelles. Ces poules E.O.P.S. n’ayant regu audio 
vaccin ne pr^sentaient pas d’anticorps au moment de l’episode Cli¬ 
nique de bronchite. Leur seroconversion, de meme que celle des 
autres poules, a dtd ddmontree en recherchant les anticorps prdci- 
pitants non sdrotypiques (antigene de groupe coronavirus), les anti- 
corps inhibant l'hemagglutination (antigene hemagglutinant Massa¬ 
chusetts, peu sdrotypique) et les anticorps neutralisants serotypiques, 
selon la mdthode beta (antigenes viraux PL-84084 et Massachusetts) : 
tableaux 1 et 2. 


TABLEAU II 

Seroconversion des poules malades : anticorps neutralisants 
(indices de seroneutralisation) chez les poules d'origine E.O.P.S. 10,5 semaines 
aprfes les premiers symptomes 


Virus 

PL 84084 

Massachusetts 

Serum 



des poules d'origine 
E.O.P.S. 

> 6,11 

<3,07 

de reference, 
anti-Massachusetts 

<224 

> 6,07 


ETUDE EXPERIMENTALE 

SgROTYPAGE DU VIRUS 

Un sdrum anti-virus PL-84084 a ete prepare sur poulets E.O.P.S. 
dans le but de rdaliser des seroneutralisations croisees destinees it 
serotyper le nouvel agent isole. A cette fin, huit coronavirus de la 
bronchite infectieuse aviaire, et leurs anti-serums, ont ete utilises : 
les virus de reference Massachusetts et Connecticut, representant 
respectivement les serotypes 1 et 2 de virus de la bronchite infec¬ 
tieuse, et 6 virus « variants » (D207, D212, D3128, D3896, D274, 
et D1466) isoles par les chercheurs de l’lnstitut hollandais de Doom. 
Ces deux demiers virus bien que voisins des virus D207 et D212, 
ont ete inclus dans le test car ils sont utilises en Hollande pour 
la preparation de nouveaux vaccins. 

Les solutions virales ont toutes dtd prd-ajustees a un titre situ£ 
entre 10 6 . 5 et 10 7 DIE50 par ml avant de subir des dilutions decimales 
en milieu stabilisateur. Ces demieres ont ete ajoutees a part egale 
(0,4 ml) au sdrum a tester, lui-meme prddilue au 1/25' en milieu 





TABLEAU III. — Indices des s^roneutralisations crois^es (m^thode a) 


Virus 

Serum 

PL 84084 

Massa¬ 

chusetts 

Connec- D 2 07 d 212 D 3128 D 3896 D 274 

ticut 

D 1466 

PL 84084 

> 5,28 

<2,42 

1,90 2,89 1,68 1,40 2,65 3,12 

2,80 

Massachusetts 

< 1,81 

> 5,/2 



Connecticut 

1,41 


4,07 


D 207 

2,22 


4,55 


D 212 

1,40 


> 5,27 


D 3128 

2& 


4,31 


D 3896 

2,40 


5,70 


D 274 

2.79 


5,37 


D 1466 

2,39 



6,40 


NJ 

<0 
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stabilisateur. Aprfcs 30 min d’incubation a une temperature voisine 
de 20° C, chaque melange a ete inocule par voie allantoidienne et 
sous 0,1 ml k 5 oeufs E.O.P.S. embryonnes de 9 jours. Les oeufs ont 
6te incubus it la temperature de 37° C pendant une periode supple¬ 
mental de 9 jours, au cours de laquelle ils ont ete mires quoti- 
diennement. Les embryons morts dans les 24 h suivant l’inoculation 
ont ete decomptes en mortalite non specifique. Ceux morts plus tard 
et/ou presentant des lesions specifiques de coronavirus it la casse 
etfectuee en fin de periode d’incubation, ont permis la determination 
du titre infectieux du melange calcuie selon la methode de Reed 
et Muench, et par suite, de l’indice de neutralisation. 

Les resultats sont regroupes dans le tableau 3. Ils revelent une 
difference antigenique certaine entre le virus PL-84084 et les huit 
autres virus, meme si les ecarts entre les indices des reactions homo- 
logues et heterologues ne sont pas dans l'ensemble tres eieves, ce 
qui est peut-etre du aux titres relativement faibles des anti¬ 
serums utilises. 

Reproduction exp£rimentale de la maladie 

Deux essais ont ete realises en animalerie protegee afin de 
connaitre le pouvoir pathogene propre du nouvel agent isoie pour 
le jeune et pour l'adulte. 

• Chez le jeune 

Trente poussins E.O.P.S. d’un jour et 30 poulets E.O.P.S. de 
15 jours, de souche White Leghorn, ont ete inocuies par instillation 
oculaire avec 10 J3 DIE50 de virus PL-84084. Les signes cliniques conse- 
cutifs it cette infection experimental ont ete enregistres quotidien- 
nement pendant une periode de 4 semaines apres 1’inoculation. Les 
symptomes respiratoires ont ete notes individuellement de 0 a 4 
selon leur intensite, la valeur maximale etant attribuee a la detresse 
respiratoire tres intense suivie ou non de mortalite. Line note 
moyenne a ete determine en prenant en compte l’ensemble des 
sujets du lot et non seulement les malades. Les resultats sont 
regroupes dans le tableau 4. La plupart des sujets des deux groupes 
ont presente des signes cliniques de tracheo-bronchite avec, pour 
certains, une detresse respiratoire accompagnee de rales gras tres 
intenses. II n’a pas ete observe de jetage nasal, ni de diarrhee, ni 
de mortalite. Les plus jeunes poussins ont paru plus severement 
touches que leurs aines, notamment de par l’intensite des symptomes 
respiratoires individuels et leur duree particulierement longue pour 
des sujets E.O.P.S. chez lesquels ne sont pas observees les compli¬ 
cations intervenant generalement chez les poulets conventionnels. 
Les lesions ont ete celles d'une tracheo-bronchite comme l’a 
confirmee l'etude anatomo-pathologique de la plupart des organes 
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TABLEAU IV 

Observations cliniques apres infection exp^rimentale chez le jeune : 
symptomes respiratoires 


Age des poussins au moment de 
l’infection 

1 jour 

15 jours 

Pourcentage de sujets ayant presente 
des symptomes respiratoires 

79 

80 

Intensite moyenne des symptomes 
respiratoires dans le lot (notation sur 4) 

2,5 

2 

Duree maximale des symptomes 
respiratoires individuels 

22 jours 

7 jours 


preleves 17 jours apres l’inoculation chez un echantillon de 5 sujets 
par lot. Les organes atteints ont ete la trachee, les poumons et la 
glande de Harder dans les deux groupes, et de surcroit, le rein et 
le foie chez deux des plus jeunes sujets. Les images lesionnelles 
ont ete celles habituellement observees avec les souches classiques 
de virus de la bronchite infectieuse aviaire. 

• Chez Vadulte 

Soixante-quatre poules pondeuses de race White Leghorn ont ete 
elevees conventionnellement de la naissance jusqu’a Page de 
21 semaines. Elies ont regu un programme de vaccination classique, 
et notamment le vaccin a virus vivant H 120 de la bronchite infectieuse 
administre par nebulisation a l’age d’un jour, 4 et 12 semaines. A 
l’age de 21 semaines, elles ont ete transferees en deux animaleries 
protegees, a raison de 32 poules par animalerie. La ponte a ete enre- 
gistree et les pourcentages de ponte calcules hebdomadairement. 
A Page de 28 semaines, peu apres le pic de ponte, un des deux 
groupes a ete eprouve en nebulisant pendant une quinzaine de 
minutes (Appareil Atomist) 1 500 ml d’une suspension virale titrant 
10 6 . 7 DIE50 par ml du virus PL-84084, pour un volume d’animalerie 
de 70 m 3 . L’autre groupe a subi une nebulisation identique a l’aide 
d’une solution PBS. 

Les symptomes respiratoires ont ete enregistres quotidiennement 
pendant 2 semaines apres l’epreuve virulente et ont ete evalues 
selon le systeme de notation precedemment (tab. 5). Sur un 
plan qualitatif, ces symptomes ont ete en tous points identiques a 
ceux deja decrits chez les poussins. Sur un plan quantitatif, par 
contre, deux differences ont ete constatees : les symptomes respi¬ 
ratoires ont ete a la fois tres intenses et de tres courte duree. Cela 
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TABLEAU V 

Observations cliniques aprts infection expgrimentale chez 1'adulte : 
symptdmes respiratoires 


Produit n^bulis^ 

Virus PL 84084 
dilue en P.B.S. 

P.B.S. 

Pourcentage des sujets ayant pr£sent£ 
des symptdmes respiratoires 

100 

0 

i 

Intensity moyenne des symptdmes 
respiratoires dans le lot (notation sur 4) 

3,8 

0 

Dur^e maximale des symptdmes 
respiratoires individuels 

5 jours 

1 

— 


est peut-etre du aux conditions d’epreuve par aerosolisation, permet- 
tant de toucher les cellules-cibles des voies respiratoires superieures 
plus rapidement et plus efficacement que lors d’une administration 
par voie oculaire. 

La ponte a ete enregistree aprfcs l’epreuve pendant une periode 
de 13 semaines, en distinguant les ceufs commercialisables ou pas 
(graphique 2). Les poules infectees a l’aide du virus PL-84084 ont 
accuse une chute de ponte de 42 % au cours des deux premieres 
semaines suivant l’epreuve. Par la suite, leur taux de ponte est 
remonte, mais l’augmentation parallele du nombre d’ceufs anormaux 
a maintenu le taux de production des ceufs commercialisables a un 
niveau moyen de 55 & 65 %, soit constamment 25 a 35 % de moins 
que celui des temoins. Ces ceufs anormaux, au nombre desquels 
n’ont pas 6t6 comptes ceux a coquille tachee de sang, pourtant 
assez nombreux, etaient des ceufs sans coquille ou a coquille fragile, 
deformee, « baguee » ou « cerclee », et des ceufs de tres petite 
taille. Le fait que les poules de race Leghorn pondent des ceufs 
blancs n’a pas permis de prendre en compte le critfere « decolo¬ 
ration de la coquille » qui represente habituellement une proportion 
61evee du nombre d’ceufs declasses dans le cas des ceufs teint£s. 
C’est aussi, tres probablement, la raison pour laquelle le taux de 
ponte des ceufs anormaux parait augmenter lentement, car la deco¬ 
loration de la coquille est la premiere anomalie de l’ceuf a se reveler 
puis & disparaitre apres une epreuve effectuee avec un virus clas- 
sique de la bronchite infectieuse. En ce qui conceme le poids des 
ceufs, il n’a pas 6t6 effectue de mesures mais l’epreuve virulente a 
incontestablement entrain^ une baisse et surtout une heterogeneity 
prolongee dans le poids des ceufs des sujets infectes. 
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SEMAINES D'AGE 

Graphique 2 

Observations cliniques apres infection exp6rimentale chez l’adulte : 
pourcentages de ponte. 


Outre les symptomes respiratoires et la chute de ponte, les 
poules infectees ont presente de la diarrhee au cours des 13 semaines 
suivant l’epreuve. 

En cours d’essai, les lesions ont ete recherchees chez les quelques 
poules mortes naturellement. Elies ont presente des ovules flasques 
et deformes ainsi qu’une cloacite, cette demifcre lesion 6tant observee 
assez frequemment chez des poules vivantes situ^es dans les cages 
oil etaient pondus la plupart des ceufs tach^s de sang. 

A la fin de la periode d’observation de 13 semaines, des autopsies 
ont ete pratiquees chez quelques poules presentant une diarrhee 
crayeuse et une cloacite apparemment ancienne. II a ete observe 
une atresie de la grappe ovarienne et du vagin, une salpingite et, 
chez un sujet, presence au niveau de 1’uterus d’un ceuf accompagn£ 
de nodules caseeux de la taille d’une noix avec adherence entre 
l’intestin et l’oviducte. Ce genre de lesions avait egalement ete 
observe lors du premier cas clinique, a une epoque tardive corres- 
pondant a la periode des complications secondaires. 
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DISCUSSION-CONCLUSION 

L'inferSt du virus PL-84084 decoule de ses caracteristiques anti- 
g^niques differentes du serotype dominant Massachusetts, qui sert 
& la preparation des vaccins contre la bronchite infectieuse, et de 
son pouvoir pathog£ne eleve. En ce qui concerne le premier point 
les differences entre les indices de seroneutralisation des reactions 
homologues et heferologues sont nettes et ne pretent pas a confusion. 
Les differences sont toujours un peu moins nettes et un peu plus 
irfeguli&res vis-a-vis de certains des autres virus utilises pour la 
determination du serotype de l’isolat. Faut-il alors parler de sous- 
type ou d’un nouveau virus « variant » ? Une rdponse claire a cette 
question necessitera d’une part de rechercher la protection croisee 
eventuellement conferee par des vaccins appartenant a differents 
serotypes vis-a-vis du virus PL-84084, et d’autre part d’inclure dans 
les tests de seroneutralisation croisee les nombreux serotypes viraux 
deja connus, notamment aux Etats-Unis, et dont le nombre eleve 
augmente rapidement. Si les essais sont en cours en ce qui concerne 
le premier point, le second ne pourra etre envisage que dans la 
mesure ou nous disposerons des antiserums correspondants. II y a 
lieu toutefois de noter que les differents serotypes isoles depuis 
une vingtaine d’annees, k l’exception des souches hollandaises de 
l'lnstitut de Doom, ont plus un inferet comme souches de collection 
que comme souches presentant des propriefes inferessantes pour 
l’eievage. 

Par ailleurs, les essais de protection croisee devront ooncemer 
aussi bien les poulets que les poules pondeuses afin de prendre en 
compte le double tropisme respiratoire et genital du virus PL-84084. 
Une premiere feponse decoule deja de l’observation du premier 
episode clinique spontand : la mise en oeuvre d’un programme de 
vaccination k serotype Massachusetts n’a pas empeche la chute de 
ponte et les troubles respiratoires. II est vrai que ce programme 
de vaccination revetait un caractere un peu particulier dans la mesure 
oil le dernier rappel avant l'entree en ponte avait efe realise a l’aide 
d’un vaccin inactive en excipient huileux qui, a cette epoque, etait 
encore peu utilise sur le terrain en raison de sa commercialisation 
recente. Neanmoins, ce type de vaccin a deja fait ses preuves sur 
le plan experimental. De plus, compte tenu du pouvoir pathogene 
eleve du virus PL-84084, aussi bien sur le terrain que dans des condi¬ 
tions experimentales, il parait judicieux d’envisager des maintenant 
la recherche d’un vaccin mieux adapfe, dans la mesure bien sur 
ou le cas clinique decrit n’est pas isoie. Ce dernier point devra etre 
rapidement veriffe, soit au moyen d'une enquete serologique conduite 
k partir d’elevages de la region Bretagne puis d’autres regions, soit 
par des essais d’isolement et de caracferisation du virus dans des 
cas cliniques. 
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